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1. 目的 
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インと酸化ストレス存在下のP-gp輸送活性の変動を担うリン酸化タンパク質群
を探索・同定し、i)で評価した in vivo 動物モデルを用いて検証することで、in 




Reaction Monitoring (SRM/MRM) mode で定量した。リン酸化タンパク質は
HAMMOC カラムでリン酸化ペプチドを濃縮し、脱リン酸化後、LC-MS/MS 
Information Dependent Acquisition (IDA) mode 測定及び 2D-ICAL法による
網羅的な比較定量によって探索解析した。P-gpの排出輸送活性は vinblastineの






に関して 12 種類中 8 種類、ラットについて 13 種類中 6 種類のタンパク質発現
量がヒトと 2 倍の範囲内で一致した。この内、薬物排出輸送担体として重要な
P-gp、Breast cancer resistance protein (BCRP)及び Multidrug resistance-
associated protein 4 (MRP4)のタンパク質発現量はヒトと比較してそれぞれ、
マーモセットでは 1.1、2.0 及び 1.6 倍、ラットでは 3.2、1.6 及び 7.8 倍の差で
ありラットは P-gp 及び MRP4 の機能を過大評価することが示唆された。ラッ
トにおける 3 種類の P-gp基質の脳対血漿中薬物濃度比(Kp brain)はヒト又はカ
ニクイザルと比べて小さいことが報告されていることから (Drug Metab 
Dispos. 37: 635-643, 2009)、P-gpのタンパク質発現量の種差は輸送活性の種差





の機能解析に有用なモデルとなることが示された  (Hoshi, Yutaro, et al. J 
Pharm Sci. 102: 3343-3355, 2013)。 
 
炎症時の BBB における P-gp 輸送活性変動に関与するリン酸化タンパク質の解
明 
これまでにラット単離脳毛細血管を用いて、炎症メディエーターである
Tumor necrosis factor-α (TNF-α)が P-gpの排出輸送活性を僅か 1時間の内に低
下することが示されている (Mol Pharmacol. 69: 462-470, 2006)。この分子機構
は PKCの活性化を介することが示されたが、そのリン酸化基質は十分に明らか
にされていなかった。ヒトBBBにおける炎症急性期の影響を明らかにするため、
ヒト in vitro BBBモデル細胞 (hCMEC/D3; D3 細胞)に TNF-α (10 ng/mL)を 1
時間処理したところ、P-gpの排出輸送活性は 42% (p < 0.05)低下した。同条件






ク質のリン酸化量が 3 倍以上有意に増加した(p < 0.01)。この内 PKC によって
活性制御される報告のある Actin filament-associated protein 1 (AFAP-1)、
Mitogen-activated protein kinase 1 (MAPK)、Transcription factor AP-1 (AP-
1)に着目し、TNF-α による P-gp 輸送機能の制御シグナルとの関連を解析した。
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結果、AFAP-1の siRNA処理条件下では TNF-αによる P-gp輸送活性の低下が
抑制された。一方、MAPK 及び AP-1 の阻害条件下では TNF-α による P-gp 輸
送活性低下の抑制効果は見られなかった。以上の事から、リン酸化プロテオミク
スを用いた探索戦略を用いて、AFAP-1 が TNF-α による P-gp 輸送機能の制御
シグナルに関与することを明らかにした。 
 





ろ、P-gp の排出輸送活性は 0.5-5 mM の範囲で H2O2濃度依存的に低下した(p 
< 0.05)。一方、同条件でMRP1の排出輸送活性は低下しなかったことから、選
択的な分子機構を介して P-gp の輸送活性が制御されていることが示唆された。
H2O2の効果は H2O2を wash outした 20分後に消失し、一過性の変化であるこ
とが示されたことから、P-gp の転写制御を介さない細胞内情報伝達機構の関与
が示唆された。P-gp のタンパク質発現量は全細胞抽出物においては変動しなか
ったが、細胞膜画分において H2O2濃度依存的に低下した(p < 0.05)ことから、
P-gpが細胞膜から内在化したことが示唆された。一方、細胞膜画分における P-
gp タンパク質発現量の低下は、dynasore 存在下において抑制されたことから、
dynamin 依存的なエンドサイトーシス機構を介して P-gp が内在化したことが
示された。H2O2 による P-gp 輸送活性の低下に関わるリン酸化分子を同定する
ため、リン酸化プロテオミクスを用いて探索解析を行った。P-gp の輸送活性が
低下した 0.5 mM と 5 mM の H2O2存在下で共通してリン酸化量が変化した 9
種類のリン酸化タンパク質を有力候補とした。この内 caveolin-1 (Cav1)は 0.5 




否かを明らかにするために、Cav1のリン酸化を促進する Abl kinase (Abl)及び
Src kinase (Src)、有力候補である Heat shock protein beta-1 (HSP27)、
Microtubule-associated protein 4 (MAP4)または Stromal interaction molecule 
1 (STIM1)に対する阻害剤を用いて P-gp の輸送活性への影響を解析した。Abl
または Src 阻害剤の存在下において、H2O2による P-gp 輸送活性の低下が有意
に抑制された(p < 0.05)。一方、HSP27、MAP4または STIM1に対する阻害剤
存在下では P-gp輸送活性低下の抑制効果は見られなかった。よって、Abl及び
Src は酸化ストレス条件下において P-gp 輸送活性を低下させることが示唆され
た。Cav1のリン酸化はカベオラエンドサイトーシスを促進することが報告され
ていることから、酸化ストレス存在下においても Abl 及び Src による Cav1 の
リン酸化を介して P-gp 及び Cav1 が内在化したことが示唆される (J Cell Mol 
Med. 2007, 11, 1239-1250)。実際に H2O2存在下では、P-gp及び Cav1はどち
らも内在化したが、Abl 及び Src の阻害条件下では両者の内在化は抑制された。
以上の事から、H2O2は Abl 及び Srcを活性化し、Cav1のリン酸化に伴う P-gp
の内在化を促進した結果、P-gp 輸送活性を低下させた、という一連の制御メカ
ニズムを D3細胞を用いて解明した。この制御機構の in vivoにおける寄与をラ
ットを用いて検証した。Brain perfusion 法を用いた解析の結果、H2O2 投与条
件下では、quinidine の脳への蓄積量が非投与条件下と比べて 17 倍有意に増加
した。一方、血管容積マーカーである raffinoseの脳内蓄積量は変化しなかった
ことから、本実験条件下では H2O2は BBB の密着結合に影響することなく P-gp
の輸送活性を抑制したことが示唆された。ラット in vivo BBB における Abl と
Src の関与を実証するため、Abl 阻害剤(Imatinib)及び Src 阻害剤(PP2)を投与
したところ、いずれの阻害剤の投与条件下においても、H2O2 による quinidine
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の脳への蓄積量の増加が有意に抑制された。従って、Abl及び Srcは酸化ストレ
ス条件下の in vivo BBBにおいて P-gp輸送活性の低下に重要な役割を担ってい
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